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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症の発症に関与する分子の1つであるプロレニンに対するペプチドワクチ
ンを開発した。プロレニンペプチドワクチンを2型糖尿病モデルマウス（db/dbマウス）に接種することにより糖
尿病網膜症の神経障害、炎症を抑制することを証明した。また糖尿病網膜症の創薬を加速化させるトランスレー
ショナルリサーチの促進のために、ヒトとサイズが近いブタを用いた糖尿病網膜症モデルの樹立に取り組んだ。
若年発症成人型糖尿病タイプ３（MODY3)ブタの網膜病変を観察したところ、微小血管障害を確認した。本研究に
よって新しい治療法としてプロレニンペプチドワクチン、新しい実験モデルとしてのMODY3ブタを報告した。

研究成果の概要（英文）：We design peptide vaccine based on the sequence of prorenin that has been 
proven to play a key role in the development of diabetic retinopathy. We injected prorenin peptide 
vaccine into type 2 diabetic mode db/db mice and found that prorenin peptide vaccine halt neuronal 
dysfunction and inflammation in the early stage of diabetic retinopathy. 
 In addition, we attempted to establish a new animal model of diabetic retinopathy. We examine the 
retina of transgenic pig model of maturity onset diabetes of the young type 3 (MODY3) and confirmed 
the microangiopathy in this model. MODY3 pigs may serve as a suitable DR model to test effects of 
newly developed compounds on DR.

研究分野： 眼科学

キーワード： 糖尿病網膜症　プロレニン　ペプチドワクチン　若年発症成人型糖尿病　MODY　ブタ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病は全世界で増加していて、糖尿病網膜症による中途失明は今後も重要な健康課題の１つである。糖尿病網
膜症に対する治療法は、重症化した糖尿病網膜症に対する汎網膜光凝固、硝子体手術、抗VEGF療法が挙げられ
る。これらの治療法は機器の進歩、新規創薬により治療成績は向上してきているものの、治療効果に限界がある
ことから、良好な視機能の維持のためには、糖尿病網膜症の発症を防ぐことが重要となる。ワクチン治療はその
効果が持続すること、比較的安価であることから、毎日服用する必要がある内服薬に比べると、身体的、経済的
負担が軽減できる。また糖尿病網膜症による中途失明を予防することは、国家財政の負担軽減にもなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症は、糖尿病患者の加速度的増加により年々その罹患患者数は増加の一途をたどっ

ている。糖尿病網膜症は我が国の中途失明の主因であり、社会経済的損失も図りしれず、その病

態解明と発症予防、治療法の確率は急務である。現在、眼科で行われている治療は、進行した糖

尿病網膜症に対する網膜光凝固術、硝子体手術、硝子体内注射などの外科的治療が主体である。

抗 VEGF 療法の臨床応用により、糖尿病黄斑症などの一部の病態に対して有効な治療法が確立

されつつあるが、より良好な視機能の維持と中途失明を確実に予防するためには早期の介入が

必要である。 
 我々はこれまでにレニンーアンジオテンシン系（RAS）の最上流に位置するプロレニンに着目

して糖尿病網膜症に対する新規治療法の確立に取り組んできた。糖尿病では循環と組織におい

てプロレニンが増加する。プロレニンは（プロ）レニン受容体と結合することにより 3 次元構造

が変化して、結果的にレニン様活性を獲得する。このレニン様活性により RAS の生理活性物質

であるアンジオテンシン II の産生が亢進する。また同時に（プロ）レニン受容体のリン酸化に

伴いアンジオテンシン II とは別の経路で細胞内シグナルが活性化し、結果として酸化ストレス

と慢性炎症が増悪する。しかしプロレニン、（プロ）レニン受容体を標的とした治療法は未だに

確立されていない。最近になり新たな標的分子の阻害方法としてペプチド治療ワクチンが注目

されている。Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)とプロレニンの中でも特に（プロ）レニン受

容体に結合する際に重要であるハンドル領域（HR）の配列を有したペプチドを合せたペプチド

ワクチンを合成する。プロレニンペプチドワクチン（以下プロレニンワクチン）を接種すること

によりプロレニンに対する特異的な抗体が持続的に体内で産生され、その効果は半年以上継続

することが期待されている。本治療の特徴としては、糖尿病患者のアドヒアランスの影響を排除

することができ、これまでの毎日服用する低分子医薬と比べてはるかに安価で確実な治療法を

確立できることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではプロレニンワクチンを２型糖尿病マウスに接種し、糖尿病網膜症に対する有効性

を確認する。またそれと同時に糖尿病網膜症のトランスレーショナルリサーチを加速させるた

めに有用であると考えられる遺伝子改変糖尿病ブタの糖尿病網膜症を検討する。 
 
３．研究の方法 
プロレニンペプチドワクチンの２型糖尿病マウスの糖尿病網膜症に対する効果 

２型糖尿病マウスとして db/db マウスを用いた。８週齢の雄 db/db マウスにプロレニンペプチ

ドワクチン（VP）を頸部皮下に 0.1ml 接種した。その後隔週で抗体価、血糖を測定した。12 週齢

で高酸素負荷試験、14 週齢でフリッカー刺激試験、20 週齢で網膜電図（ERG）、24 週齢に眼球を

採取し、組織学的検討を行った。コントロールとして db/mの非糖尿病マウス、コントロールワ

クチンとしてプロレニンペプチドワクチンの抗原を含まないキーホールリンペットヘモシアニ

ン（KLH）を用いた。Db/mに KLHを接種した群（db/m＋KLH）、db/dbに KLHを接種した群（db/db

＋KLH）、db/dbに VPを接種した群（db/db＋VP）の３群を設定した。 

 



若年発症成人型糖尿病タイプ３（MODY３）の網膜病変 

１月齢の MODY3 ブタを購入して、毎月血糖測定と眼底検査を行った。4 月齢と 7 月齢で摘出血

管拡張試験を行い、網膜血管の内皮機能を評価した。1 月齢、4 月齢、7 月齢で採取した網膜を

用いて IsolectinB4で血管を可視化し、共焦点顕微鏡で画像を取得後に血管密度を測定した。10

月齢で採取した眼球は透過型電子顕微鏡で観察し、毛細血管基底膜の厚み（血管基底膜厚）を測

定した。対象コントロールとして非糖尿病ブタ（野生型：WT）を用いて、同様の検討を行い比較

した。 

 

４．研究成果 

プロレニンペプチドワクチンの２型糖尿病マウスの糖尿病網膜症に対する効果 

VPを 8 週齢、10 週齢、17 週齢に頸部皮下に接種した。VPによって産生された抗体の抗体価は 24

週齢まで安定して高値を示していた（図１）。Db/db マウスの血中プロレニン値は db/db＋KLHで

有意に上昇していたが、db/db＋VPで上昇が抑制された。網膜における（プロ）レニン受容体（P）

RR の発現は各群で有意差はなかった。網膜における神経血管連関を評価するために高酸素負荷

時の網膜血流（Hyperoxia）とフリッカー

刺 激 時 の 網 膜 血 流 （ Flicker 

stimulation）を測定した。非糖尿病の通

常マウスでは高酸素負荷時に網膜血流は

低下、フリッカー刺激時に網膜血流は増

加するが、糖尿病ではこれらの反応が低

下、あるいは反転する。Db/db＋VPでは低

下や反転現象が抑制され、ほぼ正常化し

ていた。ERG では db/db においてｂ波の

潜時が延長するが、db/db＋VPでは潜時の

延長が有意に抑制された。 

 我々は以前に糖尿病患者において

血中プロレニン値が上昇すること、糖

尿病網膜症の重症度に応じて、さらに

高値になることを報告した。本研究で

は、糖尿病マウスである db/db マウス

でも血中プロレニン値が有意に上昇

し、プロレニンペプチドワクチンがプ

ロレニン高値を抑制することを初めて確

認した。 

Fig 4. Effect of prorenin peptide vaccine (VP) on glial dysfunction. (A) Effect of VP on retinal blood flow response to hyperoxia stimulation at 12
weeks of age. (B) Effect of VP on retinal blood flow response to flicker light stimulation at 14 weeks of age. KLH, keyhole limpet hemocyanin; VP,
prorenin peptide vaccine. ⇤p< 0.05, ⇤⇤p< 0.01 vs. db/m + KLH, †p< 0.05, ††p< 0.01 vs. db/db + KLH, NS = not significant. N = 6 in each group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262568.g004
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図 1．高酸素負荷血流試験 

図 2．フリッカー刺激負荷血流試験 



 Db/db マウスは過食に伴い肥満と高血糖を呈する２型

糖尿病マウスであるが、高血糖に伴い神経血管連関と神経

障害が発生する。神経血管連関の機能障害はグリアの障

害、網膜電図の異常は、神経機能の異常を反映している。

最近我々のグループは、db/db マウスにおいて神経血管連

関と神経機能が db/db でも障害を受けていることを報告

した。同モデルに対してプロレニンペプチドワクチンを接

種したところ、コントロールワクチンを接種した群と比較

して有意に抑制されていることから、プロレニンペプチド

ワクチンは糖尿病網膜症における神経、グリアの障害を予

防することができると考えられた。 

 糖尿病網膜症は毛細血管瘤、無灌流領域、網膜新生血管

などの血管病変が主体であり、本研究では糖尿病網膜症に

おける血管病変に対して、プロレニンペプチドワクチンが有効であったかどうかを評価するこ

とができなかった。今後は糖尿病網膜症の血管病変を評価できる新たなモデルの作成、およびそ

のモデルに対してプロレニンペプチドワクチンの効果を確認する必要があると考えられた。 

 

若年発症成人型糖尿病タイプ３（MODY３）の網膜病変 

野生型ブタ（WT）の空腹時血糖は

どの測定時においても 100mg/dl

以下であったのに対し、MODY3 ブ

タでは常に 200mg/dlであった。ま

た空腹時血糖は経時的に上昇す

る傾向にあった。7 月齢の網膜を

観察したところ、MODY3 ブタでは

網膜血管に沿って白斑が散在してい

て、網膜血管は蛇行していたことか

ら、ヒト糖尿病網膜症の前増殖糖尿病

網膜症に相当する所見であった。一

方、蛍光眼底造影検査で、初期病変で

ある毛細血管瘤の検出を試みたが、毛

細血管瘤は一切確認することができ

なかった。共焦点顕微鏡で網膜におけ

る毛細血管網を表層（SVP）、中間層

（IVP）、深層毛細血管網（DVP）を観察

し、画面中の血管長を測定し、毛細血

管密度を評価したところ、MODY3 ブタ

において IVP の血管密度が顕著に低

下している。また 7 月齢においては、

SVP と DVP でも血管密度が低下してい

た。ブタ網膜摘出血管を用いた血管内皮

機能に依存した拡張機能を比較したところ、4月齢では WTと MODY3で差が認められなかったが、

Protective effect of VP on retinal neuronal function in db/db mice

Representative ERG traces are shown in Fig 6A. We found no significant difference in the
amplitude or implicit time of the a-wave between the groups (Fig 6B) or in the amplitude of
the b-wave (Fig 5C); however, the implicit time of the b-wave was significantly prolonged in

Fig 5. Immunohistochemical analysis of gliosis and microglia activation. (A) and (B) Gliosis was evaluated by
immunofluorescence of glial fibrillary acidic protein (GFAP) at 24 weeks of age. (C) and (D) Microglia activation was quantified
by ionized calcium-binding adapter molecule 1-positive cells at 24 weeks of age. DAPI, 40,6-diamidino-2-phenylindole; GCL,
ganglion cell layer; GFAP, glial fibrillary acidic protein; iba-1, ionized calcium-binding adapter molecule 1; INL, inner nuclear
layer; KLH, keyhole limpet hemocyanin; ONL, outer nuclear layer; VP, prorenin peptide vaccine. Scale bar = 100 μm. ⇤⇤p< 0.01.
N = 6 in each group except for GFAP expression.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262568.g005

Fig 6. Electroretinography at 20 weeks of age in diabetic (db/db) and non-diabetic (db/m) mice after injection of prorenin peptide vaccine (VP). (A) Representative
traces in db/m + KLH (black line), db/db + KLH (red line), and db/db + VP (green line). (B) Quantitative analysis of a-wave amplitude and implicit time. (C) Quantitative
analysis of b-wave amplitude and implicit time. (D) Representative traces of oscillatory potentials in db/m + KLH (black line), db/db + KLH (red line), and db/db + VP

(green line). (E) The amplitude and implicit time of the summed oscillatory potentials (SOP). ⇤p< 0.05, ⇤⇤p< 0.01. (F) Immunohistochemistry for p-ERK. GCL, ganglion
cell layer; INL, inner nuclear layer; KLH, keyhole limpet hemocyanin; ONL, outer nuclear layer; OP, oscillatory potential; p-ERK, phosphorylated extracellular signal-
regulated kinase; VP, prorenin peptide vaccine. Scale bar = 100 μm. N = 6 in each group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262568.g006

PLOS ONE Prorenin peptide vaccine in diabetic retinopathy
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the smooth muscle was assessed with the endothelium-independent ni-
tric oxide donor sodium nitroprusside. 

2.8. Electron microscopy to assess basement membrane thickness and 
leukostasis 

In the pigs euthanized at 10 months of age (see Fig. 1A), the tissues 
from the left eyes were treated with 2% osmium tetroxide in 0.1 M 
phosphate buffer. Fixed specimens were washed and dehydrated in a 
graded series of ethanol, which was then replaced with propylene oxide. 
The eyes were pre-impregnated with propylene oxide/epon (Quetol 
651) mix, and embedded in epon (Quetol 651). Samples were then 
mounted onto epon blocks for 48 h at 60 ◦C to ensure polymerization. 
Ultrathin 80- to 90-nm sections were cut with an ultramicrotome 
(ULTRACUT-UCT, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) and stained 
with 2% uranyl acetate for 15 min and with modified Sato’s lead solu-
tion for 5 min. Sections were analyzed with a JEM-1400Plus trans-
mission electron microscope (JEOL Ltd, Tokyo, Japan). 

2.9. Statistical analysis 

All data are expressed as mean ± SEM. The changes in retinal blood 
flow were calculated as percentage changes from the baseline value. The 
Kolmogorov-Smirnov test was performed to assess the normality of data 
distribution. A repeated measures one-way analysis of variance 
(ANOVA) followed by the Dunnett’s test was used to determine the 
significance of experimental interventions or differences, as appropriate. 
To compare two groups, the Mann-Whitney U test was used. A P value of 
less than 0.05 was considered statistically significant. 

3. Results 

3.1. Blood glucose levels 

The time course of fasting blood glucose concentrations of the indi-
vidual pigs is shown in Fig. 2. The fasting blood glucose concentrations 
of WT pigs were less than 100 mg/dL at each measurement. In contrast, 
MODY3 pigs showed blood glucose levels of more than 200 mg/dL. 

3.2. DR findings 

The color fundus images and fluorescein angiogram obtained in two 
MODY3 pigs are shown in Fig. 3A, B, and 3C. In the WT pig, no ab-
normalities were detected in the retina, but the arteries and veins were 
slightly tortuous in the MODY3 pigs. No microaneurysm, non-perfused 
areas, or neovascularization were found (Fig. 3C). 

Because signs of DR did not exist before development of mature 
cataract, after euthanizing the pigs, we directly examined the retina for 

signs of DR and found spindle-shaped, yellowish-white lesions in a 
MODY3 pig at age 7 months (Fig. 3D). 

3.3. Retinal vasculature 

Confocal microscopy images of each vascular plexus are shown in 
Fig. 4. At 1 month of age, a slight decrease of vessel length was seen in 
the IVP of MODY3 pigs compared with WT pigs, but no differences were 
found in the SVP or DVP. 

At 4 months of age, a significant decrease of vessel length was 
observed in both the IVP and DVP of MODY3 pigs, and at 7 months of 
age, in the IVP, DVP, and SVP. 

In the current correlation analysis of the SVP, IVP, and DVP, the 
vessel length of all three layers was significantly correlated with that of 
each individual layer in both WT and MODY3 pigs (supplementary 
figure). 

Fig. 5 also depicts the loss of retinal vessels in MODY3 pigs. 

3.4. Vasodilation 

Retinal arterioles from WT pigs dilated in a concentration-dependent 
manner (Fig. 6A and B). In 4-month-old pigs, there were no significant 
differences in the bradykinin-related dilation of retinal arterioles 
(Fig. 6A), but significantly less dilation was seen in 7-month-old MODY3 
pigs than in WT pigs of the same age (Fig. 6B). In contrast, there were no 
significant differences between WT pigs and MODY3 pigs in the dilation 
with sodium nitroprusside at 4 (Fig. 6C) and 7 months of age (Fig. 6D). 
No significant differences in the maximum diameter or basal tone were 
found between any of the groups. 

3.5. Basement membrane thickness and leukostasis in MODY3 pigs 

In the electron microscopic images of capillaries, retinas of MODY3 
pigs showed a thickened basement membrane (Fig. 7B) compared with 
the capillaries in retinas of WT pigs (Fig. 7A). In addition, a few signs of 
leukostasis in the major vessels wall were seen in MODY3 pig retinas 
(Fig. 7C and D). 

4. Discussion 

In the present pilot study, we carefully examined the retinal vascu-
lature in a porcine model of MODY3, a human hereditary type of dia-
betes. The results confirmed the presence of exudative lesions, as 
reported in the previous study of this model (Umeyama et al., 2017), and 
revealed for the first time that MODY3 pigs develop sparse capillaries in 
all the vascular plexuses, endothelial dysfunction, and leukostasis within 
the relatively short postnatal period of one year. 

HNF-1⍺ was first identified as the causative gene of MODY3 in 1996 

Fig. 2. Time course of blood glucose levels in wild-type pigs and pigs with maturity onset diabetes of the young type 3 
MODY3, maturity onset diabetes of the young type 3; WT, wild type. 
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図 3．ｂ波の潜時 

図 4．空腹時血糖 

図 5．網膜毛細血管網の観察． 
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7 月齢では血管内皮依存の拡張反応が MODY3において有意に低下しており、糖尿病網膜症におけ

る血管内皮機能障害を確認することができた。透過型電子顕微鏡で取得した画像から網膜毛細

血管の基底膜の厚みを測定したところ、MODY3 ブタで有意に基底膜が肥厚していた。 

 これまで糖尿病網膜症の実験モデルとしてげっ歯類であるマウス、ラットが用いられてきた。

しかしげっ歯類を用いた糖尿病モデルでは、糖尿病網膜症の特徴である血管病変が観察できな

い欠点があり、研究成果が直ちにヒトへの臨床応用へ結びつけることが困難であった。本研究で

は遺伝子改変糖尿病ブタである MODY3 ブタの初期網膜病変を観察し、白斑病変、毛細血管密度の

低下、毛細血管基底膜の肥厚などが観察された。ヒトで観察される毛細血管瘤は観察されなかっ

たものの、MODY3 ブタの糖尿病網膜症所見は新たな治療法の効果を確認するのに有用であると考

えられた。今後は先述したプロレニンペプチドワクチンの効果を MODY3 ブタで確認して、網膜血

管病変に対して有効であるかどうかを検討したい。 
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